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Les microorganismes ont 6t6 d6poses aupr§s la Coliection Natlonale de Cultures de Microorganismes sous les num6ros 1-769, 
1-654. 

Le titre de I'lnvention a et6 modtfte (Directives relatives k i'examen pratique & I'OEB. A-I!l. 7.3) 

@ Vecteur viral et ADN recombinant codani pour une ou des protfilnes de structure (HA, F et/ou NP), d'un morbilHvirus. 

@ Poxvirus recombinant exprimant une ou des protSines de 
sfructure, HA. F et/ou NP. d'un Morbillivirus, vaccin compos6 
de cB Poxvirus ou des prot6lnes du Morbillivirus qu'i! 
synthdtise. 
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Description 

VECTEUR VIRAL ET ADN RECOMBINANT CODANT POUR UNE OU DES PROTEINES DE STRUCTURE (HA, 
F et/ou NP) D'UN MORBILLIVIRUS, CULTURE CELLULAIRE INFECTEE, PROTEINES OBTENUES, VACCIN 

ET ANTICORPS OBTENUS. 

5 Le virus de la rougeole est responsable d'une maladie humaine tr^s contagieuse caract6ris6e par des 
symptdmes divers (conjonctivite, toux et eruption cutanea). Le systeme nerveux central peul fegalement Stre 
atteint en donnant lieu solt a une encephalite sott de maniere plus rare une panencephalite subaigue 
sclerosante. Les differentes formes de la maladie peuvent etre 6vitees grace a la vaccination avec un virus de 
la rougeole att6nu6 selon des methodes traditlonnelles. Bien que les vaccins actuellement employes donnent 

10 pour une large part satisfaction car lis permettent d'abaisser de maniere spectaculaire le nombre des cas de 
rougeole ainsi que le nombre de d§c§s ou complications dus ce virus, plusieurs probl^mes subsistent qui 
justifient I'am^lioration de la prevention anti-rougeoleuse. Une premiere difficult^ est liee au fait que les 
vaccins utilises actuellement sont constltu6s de virus vivant attenue. dont I'administration pose plus de 
problemes que celte d'un vaccin a base d'organismes tues. Les efforts r6alis6s jusqu'd present pour mettre au 

IS point un vaccin tue ont tous echoue. Par ailleurs, les vaccins actuellement utilises sont relativement sensibles 
^ la chaleur en raison des proprietes physico-chimiques du virus ce qui rend leur emploi difficile dans les pays 
tropicaux. Or la rougeole est Tune des premieres causes de deces chez I'enfant dans de nombreux pays k 
ctimat tropical. 

Les travaux ant6rleurs (Non-by. 1985) sur le virus de la rougeole et les analogies que Ton peut etablir avec 
SO d'autres virus appartenant ^ la meme famille donnent a penser que les proteines de surface de la particule 
virale, a savoir la proteine hemagglutinante (HA) et la proteine de fusion (F), sont suffisantes pour induire une 
immunite protectrice. 

Par ailleurs, les relations immunologiques entre tes proteines de surface du virus de la rougeole et celles 
des autres Morbillivirus (5, 1 , 4. 8, 9) et les homologies de sequences entre les ADN codant pour certalnes de 
25 ces proteines (10) permettent d'envisager I'utilisation d'antigenes du virus de la rougeole pour la vaccination 
centre la maladie de Carr6. la peste bovine et la peste des petlts ruminants. II est egalement possible de 
pr6voir I'utilisation des antigdnes de surface provenant de chacun des Morbillivirus en systdme de vaccination 
homologue ou h6t§rologue. 

D'autre part, plusieurs travaux ont montre que les proteines internes de differents virus sont importantes 
30 pour I'Induction d'une immunite de type cellulaire. Pour compiler le vaccin contre les Morbillivirus, il peut 
done etre important d'Introduire. dans le virus recombinant, le g6ne codant pour la nucl6oprot6ine (NP). 

C'est pourquoi la presente invention concerne un Poxvirus recombinant caract6ris6 en ce qu'il comporte, 
dans une ou plusieurs parties non essentielles de son genome, au moins une sequence d'ADN codant pour 
tout ou partie d'au moins une proteine de structure d'un Morbillivirus ainsi que les §16ments assurant 
35 {'expression de cette proteine. 

Les Morbillivirus qui peuvent §tre utilises sont choisis parmi le virus de la rougeole, le virus de la maladie de 
Carre, le virus de la peste bovine et le virus de la peste des petits ruminants. 

Parmi les Poxvirus utilisables, il faut citer plus particuli^rement le virus de la vaccine. 

Les proteines de structure plus partlcuii6rement int^ressantes sont les prot6ines de surface, la prot6ine 
40 hemagglutinante (HA), la proteine de fusion (F) et une proteine interne, la nucleoprot6ine (NP). Les s6quences 
d'ADN correspondantes peuvent coder pour la proteine de longueur totale ou bien pour des fragments 
sufflsants pour induire des anticorps neutralisant le virus de la rougeole ou les autres Morbillivirus ou une 
rfeponse immunitaire de type cellulaire. 

II est evidemment possible de prfevoir la mise en oeuvre d'une sequence d'ADN codant pour plusieurs 
45 proteines ou plusieurs fragments de celles-ci. 

Bien que la souche du virus de la rougeole mise en oeuvre dans les exemples du brevet soit une souche 
particuliere, il est possible d'utillser d'autres souches. En effet, 6tant donn6 la conservation Importante des 
Epitopes antigenlques associes aux proteines HA et F des differentes souches du virus de la rougeole. la 
methode decrite pour une souche de virus peut §tre 6tendue aux autres souches. 
50 Les elements d'expression de la proteine sont essentiellement des promoteurs, en particulier des 
promoteurs efficaces dans la vaccine, ainsi on peut utiliser le promoteur du g^ne codant pour la proteine de 
7.5 Kd de la vaccine qui sera appele en abrege promoteur 7,5 Kd. 

L'insertion de I'ADN doit se faire dans une partie non essentielle du genome du virus, c'est-A-dire dans une 
partie qui n'empeche pas la replication du Poxvirus. 
55 On effectue par exemple rintegration dans le g^ne TK de la vaccine car, outre le fait qu'il n'est pas essentiel 
pour le virus, ce gene permet une selection des virus ayant integre la sequence en cause. 

On peut aussi effectuer I'integration dans un gene denomme hr qui n'est n6cessaire la multiplication du 
virus que dans certains types cellulaires. 

Suivant les cas, les differentes proteines de Morbillivirus peuvent etre exprim6es simutanement par le 
60 meme virus recombinant ou par plusieurs virus. Dans le premier cas, les genes correspondants peuvent etre 
integres au meme site ou k des sites differents, en particulier dans les genes TK et hr. 

C'est pourquoi la presente invention concerne egalement des virus recombinants caract6ris6s en ce qu'ils 
comportent stmu!tan6ment dans 2 parties non essentielles de leur genome des sequences d'ADN codant 
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pour differentes prot^ines de Morbillivirus. 

Les Poxvirus recombinants ainsi obtenus. qu'lls soient vivants ou inactives, sont plus particulierement 
utilisables comme vaccins, notamment contre la rougecle, la maladie de Carre, la peste bovine et la peste des 
petits ruminants. 

Toutefois, il est possible d'utiliser ces Poxvirus de fapon indirecte pour infecter des cellules de mammiferes, 5 
in vitro, afin d'obtenir des proteines de structure de Morbillivirus, notamment de la rougecle, qui pourralent 
etre utiiisees comme agents d 'immunisation et de vaccination ou encore i titre d'6lements de diagnostic selon 
des precedes connus. 

C'est pourquoi I'invention concerne egalement I'appiication des proteines de structure ou de fragments de 
proteines de structure i titre d'agents vacclnants et qui peuvent notamment etre obtenues a partir des 10 
cultures cellulaire precedentes. 

Enfin, I'invention concerne egalement les antiserums contenant les anticorps dresses contre les poxvirus 
ou les proteines selon {'invention, pour leur utilisation en s6roth§rapie. 

Les figures suivantes lilustrent les exemples : 

Figure 1 : Construction du vecteur permettant !e transfert du cADN codant pour la proteine HA dans le 15 
genome du virus de la vaccine. 

La sequence rougeole (HA measles) est indiquee par un arc ouvert avec une fleche qui donna le sens de la 
traduction du gene. Le grand fragment BamHl dans pCD-HA est le vecteur pCD tandis que dans M13TG2101 
et M13TG2106 le grand fragment BamHl est !e vecteur M13TG131. Dans r6tape 3 le plasmide recombinant 
M13TG2107 n'est pas represente. Dans le plasmide pTG1169 le petitfragment Hindi!! correspond t pTG1H. le 20 
trait continu au fragment HindlllJ du virus vaccinal interrompu dans le gene TK et la fleche large correspond au 
promoteur de la prot6ine 7,6 Kd. . ^ , 

Figure 2 : Construction du vecteur permettant le transfert du cADN codant pour la proteine F dans le 
genome du virus de !a vaccine. 

La sequence rougeole (F measles) est indiquee par un arc ouvert avec une fleche qui donne le sens de la 25 
traduction. Les autres annotations sont identiques k celles employees dans !a figure 1. 

Figure 3 : Prot6lnes HA et F du virus de ia rougeole synth§tisees dans des cellules infect6es par les 
recombinants du virus de la vaccine et mises en Evidence par immunofluorescence. 
Le panneau A montre I'immunofluorescence membranaire obtenue apres infection de cellules LTK- avec le 
recombinant W.TG.HAM2-2 et reaction d'un anticorps monoclonal anti-HA suivi d'un anticorps anti-souris 30 
marque a !a f!uoresc6ine. Le panneau B montre i'immunofluorescence observ6e aprds infection des cellules 
LTK- avec le recombinant W.TG.FM1173 et reaction d'un anticorps monoclonal anti F suivi d'un anticorps 
anti-souris marque a !a fluoresceine. , , . ^ 

Figure 4 : Immunoprecipitation des prot6lnes HA et F du virus de !a rougeole synthetisees dans des cellules 
Infect6es par des recombinants du virus de la vaccine. ^ 35 

Autoradiographie du gel de polyacrylamlde sur leque! les proteines immunopr6clpitees ont ete deposees. 
t'h6maglutinineJHA) est presente dans les cellules infectees avec W.TG.HAM2-2 tandis que la proteine de 
fusion (FO) ef ses produits de"clivage F1 et F2 sont presents dans !es cellules infectees avec-W.TG.FM1173. 

Figure 5 : Construction du vecteur permettant le transfert du cADN codant pour la prot6lne F et HA dans le 
g6nome du virus de la vaccine. 

Les annotations sont identiques a celles employees dans les figures 1 et 2. 

Figure 6 : Immunoprecipitation des proteines HA et F du virus de la rougeole synthetis6es dans des cellules 
infectees par le recombinant W.TG.HAFM2122 codant pour les deux proteines. 
Autoradiographie du gel de polyacrylamlde sur lequel les proteines lmmunopr6clplt6es ont 6te deposees. Les 
extraits de cellules infectfees avec W.TG.FM1 173 (colonne 1), W.TG.HAM2-2 (colonne 2) et W.TG.HAFM2122 45 
(colonne 3) ont 6te immunopr6cipitees avec un serum polyclonal de cobaye. Les prot6ines HA, FO. F1 et F2 
attendues apr^s infection avec le recombinant W.TG.HAFIVI2122 apparaissent distinctement dans !a colonne 
3. 

' Figure 7 : Construction d'un deuxi6me vecteur permettant le transfert du cADN codant pour la proteine F et 
HA dans le genome du virus de la vaccine. 

Les sequences du virus de la rougeole codant pour les proteines HA et F sont representees par des arcs de 
cercles annotes HA et F. Les g^nes sont orient6s selon le sens donne par les filches. Le promoteur P7,5 Kd 
du virus de la vaccine est sch6matis6 par une fleche 6palsse. La rfeglon d'ADN comprise entre les sites Hindlll 
correspond au vecteur bact6rien pTQ1H. En amont et en aval du vecteur bact^rlen sont represent6s par un arc 
de cercle simple, la partie gauche et la partie droite respectivement du fragment Hindlll J du virus de la vaccine. 55 
Le symbole B° indique I'endrolt oCi un site Bglll a 6t6 fusionne par ligation a un site BamHl. 

Figures : Construction d'un vecteur permettant le transfert du gdne codant pour la p-galactosidase d'E. coll 
k la place du gene hr dans le genome du virus de la vaccine. 

La partie correspondant au vecteur bact§rien pUCz est repr6sent6e par un arc de cercle au trait unique. Les 
sequences d'ADN du virus de la vaccine situ6es de part et d'autre du site Bglll sont representees par des arcs 60 
de cercle ou trait double et correspondent aux regions du genome qui codent pour des proteines de 30 Kd et 
50 Kd (a gauch du site Bglll) ou 42 Kd {k droite du site Bglll). Le g^ne codant pour la p-galactosidase est 
annote lac Z et son orientation est donnee par rapport au promoteur P7,5 Kd. Ce dernier est represente par 
une fieche epalsse. Le symbole B*' indique I'endroit oCi un site Bglll a 6te fusionne par ligation k un site BamHl. 
Figure 9 : Construction d'un vecteur permettant le transfert du g6ne codant pour la proteine F du virus de la 65 
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rougeole a la place du gene hr dans le genome du virus de la vaccine. 

Les annotations sont las m§mes que celles utilisees dans la figure 8. Le symbole E° indique I'endroit du 
vecteur oii le site EcoR1 a et6 supprime. La region situ6e entre le site Bglil et le site EcoR1 du vecteur 
pTG2147 correspond au segment adaptateur. Le g6ne de la rougeole codant pour la prot6ine F est 
5 represents par un arc de cercle en traits doubles et annote Measles F. 

Figure 10 : Construction de deux vecteurs permettant le transfer! du g^ne codant pour la prot6ine NP du 
virus de la rougeole dans le g§nome du virus de la vaccine. 

Dans le plasmide pCD NP, les arcs de cercle au trait simple representent la partie pCD. Dans les plasmides 

annot6s M13, les regions au trait unique representent la partie M13TG131. Les plasmides pTG sont 
10 schematises comme dans les figures pr6c6denles. Les sites ayant 6t6 detruits par ligation sont annot6s 

pour la fusion d'un site Bglll a un site BamHI et Sma 1 ° pour la fusion d'un site Smal A un site Hpa1 . 
Figure 11 : Mise en evidence de la proteine NP dans des cellules Infectees par le virus \/V.TG.2139. 

Les lysats de cellules de hamster BHK 21 infectees avec la souche sauvage du virus de la vaccine (piste 

annotee T) ou avec des isolats du recombinant W.TG.2139 (annot^s 1,2 et 3) ont et6 immunopr6cipites avec 
15 un s6rum polyclonal de cobaye et analyses par 61ectrophorese sur gel de polyacrylamide. L'autoradiographle 

du gel revile la presence d'une prot6ine NP (60 Kd) seulement dans les 6chantillons de cellules infectees avec 

le virus W.TG.2139. 

Exemple 1 Construction d'un vecteur permettant le transferl du cADN codant pour la proteine HA dans le 
20 genome du virus de la vaccine. 

Le cADN codant pour la proteine HA du virus de la souche Halle a ete isole et sequence precedemment (3). 
Afin de faciliter la manipulation du g6ne, le cADN HA provenant du plasmide pCD HA a ete excise par les deux 
sites BamHI qui I'entourent et insere dans le vecteur M13TG131 (6) pour donner naissance au plasmide 

25 M13TG2101 . Un site Pst1 a ete introduit par mutagenese localisee en amont de la partie codante du g6ne HA 
portee par le plasmide M13TG2101 ^ I'aide de I'oligonucleottde synth6tique suivant : 

GGGGGGGGAGGGCTGCAGATCATCCACAATG 
Le plasmide mute a 6t6 d6nomm6 M13TG2106. Un fragment Pstl-BamHI contenant le g6ne HA a 6t6 excis6 du 
M13TG2106 et integre dans le vecteur M13TG130 (6) prealablement coup6 par Pst1-BamH! pour donner 

30 naissance au plasmide M13TG2107. La sequence nucleotidique de la region mut6e du cADN HA a 6t6 v6rifi6e 
par la methode des dideoxynucleotides puis le cADN HA a ete excis6 du vecteur M13TG2107 avec les 
enzymes Pst1-EcoRI et insure en aval du promoteur 7.5 Kd du vecteur de transfert pTG186POLY (brevet 
frangais 84.06499) prealablement coupe par les enzymes Pstl-EcoRI pour donner naissance au plasmide 
pTG1169. L'ensemble de ces 6tapes est schematise dans la figure 1. 

35 

Exemple 2 Construction d'un vecteur permettant le transfert du cADN codant pour la proteine F dans le 
genome du virus de la vaccine. 

Le cADN codant pour la proteine F du virus de ia souche Halle a ete isol6 et sequence pr6c6demment (2). 

40 Afin de faciliter la manipulation du gene, le cADN codant pour la proteine F a 6te excise du vecteur pCD F (2) d 
I'aide de I'enzyme BamHI. Ceci donne deux fragments, I'un qui recouvre la partie 5' du gene et Tautre qui 
recouvre la partie 3' du gene. Le fragment 5' a ete insere dans le vecteur M13TG131 prealablement coup6 par 
I'enzyme BamHI pour donner le plasmide M13TG2103-5. La partie 3' a 6te de meme int6gr6e dans le vecteur 
M13TG131 pour donner M13TG2103-3'. Un site Nsil a ete introduit par mutagenese tocalis6e en amont de la 

45 partie codante du g6ne F porte par le plasmide M13TG2103-5' ^ I'aide de I'oligonucieotide synthfetique suivant 

Nsil 

50 AAGA CT CAT CCAAT G CAT AT CAT GGGT CT CAAG 

Le plasmide mute a ete denomme M13TG2109. Un fragment Nsil-BamHI contenant la partie 5' du g6ne F a 6t6 
55 excise du M13TG2109 et insere en aval du promoteur 7,5 Kd du vecteur de transfert pTG186POLY 
prealablement coupe par les enzymes Pst1 -BamHI pour donner naissance au vecteur pTG1 172. La partie 3' du 
gene F a ete excisee de M13TG2103-3' par I'enzyme BamHI et inseree dans Torientation qui reconstitue le 
gene nature! dans pTG1 172 prealablement coupe par BamHI pour donner le vecteur pTG1 173, L'ensemble de 
ces etapes est schematise dans la figure 2. 

60 

Exemple 3 Construction d'un recombinant du virus de la vaccine contenant le gene HA du virus de la rougeole 
et capable d'exprimer la proteine correspondante. 

Le g6ne codant pour la proteine HA contenu sur le plasmide pTG1169 a ete transfere dans le genome du 
55 virus de la vaccine selon un protocole classique precedemment decrit (brevet franpais 84.06499). En bref, des 
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cellules d'embryon de poulet ont ete infectees avec le mutant thermosensible du virus de la vaccine ts N7 & 
raison de 0.1 pfu par cellule et incub6es pendant deux heures ^23°C (temperature permissive pour le mutant). 
Les cellules ont et6 ensuite transfectees avec un precipite de phosphate de calcium contenant 1 d^ADN de 
la souche sauvage du virus de la vaccine et 100 ng du plasmide pTG1169. Apr^s une heure d'tncubation i 
temperature ambi ante, un milieu de culture frals a 6te ajoute aux cellules sans entever le precipite et 5 
rincubation a et§ poursuivie pendant deux heures ^ la temperature de 39.5° C (temperature non permissive 
pour le mutant). Au bout de cette periode le milieu contenant le precipite a ete elimin6 et remplace pendant 
une minute par un milieu de culture contenant 10 o/o de glycerol. Enfin les cellules ont ete lavees deux fois avec 
du PBS puis incub6es pendant deux jours ^ 39,5° dans un milieu de culture normal. Des virus recombinants, 
thymidine kinase n^gatif ont ensuite ete selectionnes, t partir du virus non thermosensible produit dans la 10 
transfectton prec6dente. Pour realiser cette 6tape les cellules de poulet infectees et transfectees de la 
manl6re decrite ci-dessus ont ete Iys6es par cong61ation puis sonication et le virus qu'elles contiennent titre 
sur cellules LTK" en pr6sence de 100 \xg/m\ de bromodesoxyuridine et sous une couche d'agarose 1 o/o. Des 
plages de virus TK" ont ete reprises et le virus qu'elles contiennent a et6 amplifie sur des cultures fraTches de 
cellules d'embryon de poulet. Les stocks de virus ainsi obtenus ont ete analyses pour leur aptitude a 15 
synth6tlser de la proteine HA, soit par une technique d'Immunofluorescence, soit par une technique 
d'lmmunoprecipitation. , ^. . . . ^, • 

Pour rimmunofiuorescence des cellules LTK" ont ete infectees avec le virus recombinant a raison d environ 
une pfu par cellule pendant 15 heures. Les cellules infectees ont ensuite ete fixees a l'ac6tone. r6hydratees au 
PBS puis incubees pendant une demi-heure avec un anticorps monoclonal de souris dirig6 centre la prot6lne 20 
HA du virus de la rougeole et dilue au 1/200e. Apres lavage au PBS pour eliminer I'anticorps non flx6, les 

i-X-- i ^'-«+!««..«^ «i-.4!„c*rtiir'ie. morniio a la fll inrocrpinp Pt Hllllfi Pill 1/100^. 

cellules ont eie incuDees «ii pie&ciiuc uaimouiijo ainrowun** h.m.h'-'^ - — ■• •• 

Apres de nouveaux lavages pour eliminer I'anticorps marqu6 et fixe aspecifiquement. les echantillons sont 
observes au microscope ^ fluorescence. La photo de la figure 3 montre que les cellules infectees avec le 
recombinant isole ci-dessus pr6sentent une fluorescence caract§rlstique de cellules infec t6es par le virus de 25 
ia rougeole tandis que les cellules infectees par du virus de la vaccine sauvage ne pr6sentent pas cette 
fluorescence. Un des recombinants du virus de la vaccine capable de synthetlser la prot6ine HA a ete choisi et 
denomme WTG.HAM2-2. Pour s'assurer qu'il ne contenait pas de contamination par un autre virus non 
recombinant 11 a ete purifie une nouvelle fois par isolement d'une plage inf ectieuse et amplification sur cellules 

^ Afin de co^nfi^ de la proteine HA d'une faille attendue. des cellules BHK21 ont ete infectees ^ 

raison d'environ 0 1 pfu par cellule pendant 15 heures puis Incubfees dans un milieu depourvu de methionine 
normale mais contenant de la methionine radioactive marquee au soufre 35. Apres quatre heures de 
marquage les cellules infectees ont ete lysees dans du tampon -d'lmmunoprecipitation et la proteine HA 
immunopr'ecipitee avec un anticorps polyclonal de cobaye dirige contre les protelnes du virus de la rougeole, 35 
en presence de la prot6ine A de Staphylocoque aureus fix6e au sepharose. Les protelnes immunopr6cipitees 
ont 6t6 analysees sur un gel de polyacrylamide en pr§sence de SDS. Le gel seche est soumis a 
autdradiographle. Les resultats (figure 4) montrent que le recombinant du virus de la vaccine W.TG.HAM2-2 
induit la synthese d'une proteine de taille identique i ia prot6ine HA authentique du virus de la rougeole. 

Example 4 Construction d'un recombinant du virus de la vaccine contenant le gene codant pour la proteine F 
du virus de la rougeole. 

Le g^ne codant pour la proteine F porte par le plasmide pTG1 173 a 6t6 transfere dans le genome du virus de 
la vaccine selon le meme protocole que celul decrit dans I'exemple 3 pour le g6ne HA. AlnsI un recombinant 45 
viral denomm6 W.TG.FM1173 a 6te iso16. Afin de confirmer que ce recombinant Induit la synthese de la 
proteine F des cellules BHK21 ont §te infectees avec environ 0,1 ufp par cellule pendant 15 heures puis 
incubees dans un milieu d6pourvu de methionine normale mais contenant de la methionine radioactive 
marquee au ^^S Apres quatre heures de marquage, les cellules infectees ont ete lysees dans du tampon 
d'lmmunoprecipitation et la proteine F immunopreclpitee avec un anticorps polyclonal de cobaye dinge contre 50 
les protelnes du virus de la rougeole. en presence de la proteine A de Staphylocoque aureus fixee au 
s^Dharose 

Les protelnes immunopr6cipltees ont ete analysees sur gel de polyacrylamide en presence f e SDS. Le gel 
seche est soumis a autoradlographie. Les r6sultats (figure 4) montrent que le recombinant W.TG.FM1173 
Induit la synthase de ia proteine FO correspondant au produit initial de la traduction du gdne F et des produrts 55 
de clivage proteolytlque F1 et F2 qui apparaissent naturellement lore d'une Infection par la rougeole. Les 
protelnes FO F1 et F2 ont la taille attendue pour les protelnes authentiques du virus de la rougeole. Afin de 
montrer que ces protelnes sont associ6es A la membrane de la cellule infectee comme lors de I'infection par le 
virus de la rougeole, des cellules LTK" ont ete infectees avec le recombinant W.TG.FM1 173 k raison d'environ 
une ufp par cellule pendant 15 heures. Les cellules Infectees ont ensuite 6t6 fUeesii l'ac6tone, rehydrat6es au 60 
PBS puis Incubees pendant une demi-heure avec un anticorps monoctonal de souris dirige contre les 
protelnes F du virus de la rougeole et dilue au 1/100e. Aprds lavage au PBS les cellules ont et6 incubees en 
presence d'anticorps anti-souris marqu6s a la fluoresceine et dilue au 1/100e. Apres de nouveaux lavages 
pour eliminer I'anticorps marque et fixe aspecifiquement, les echantillons sont observes microscope | 
fluorescence. U photo de la figure 3 montre que les cellules infectees avec le recombinant W.TG.FM1173 65 
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presentent une fluorescence membranaire caracteristique do cellules infectees par le virus de la rougeole 
tandis que les cellules Infectees avec le virus de la vaccine de type sauvage ne pr6sentent aucune 
fluorescence. 

5 Exemple 5 Vaccination des souris avec le recombinant W.TG.HAM2-2. 

Des souris Balb C agees de 4 a 5 semaines ont ete vaccin6es par scarification de la queue avec 4 10^ pfu de 
virus, soit du recombinant W.TG.HAM2-2, soit du virus W sauvage. Trois semaines apr6s {'inoculation du 
sang a 6te preleve des animaux et on a mesure le taux d'anticorps capables d'inhiber I'activit6 

10 hemagglutinante du virus et capables de neutraliser le virus in vitro. Le tableau 1 montre que ta plupart des 
souris vaccin6es avec W.TG.HAM2-2 presentent aussi bien des anticorps anti-h6magglutinants que des 
anticorps neutralisants. Trois semaines apr^s la vaccination une inoculation d'6preuve a et6 administr6e aux 
animaux : chaque souris a regu 50 \i\ d'une suspension diluee A IQO/o d'un cerveau de souris pr6alablement 
Infectee avec une souche de rougeole neuroadaptee (11). Les animaux ont 6t6 surveill6s pendant un mois. Le 

15 tableau 2 montre que les souris vaccinees avec la souche W.TG.HAM2-2 sont protegees tandis que les autres 
animaux succombent a I'inoculation d'epreuve. 

Exemple 6 Vaccination des souris avec le recombinant W.TG.FM1173. 

20 Des souris Balb C femelles Sgees de cinq semaines ont ete vaccinees par scarification de la queue avec 
4.107 yfp de virus, soit du recombinant W.TG.FM1173, soit du virus W sauvage. Vingt cinq jours apr6s 
, I'inoculation, du sang a ete preleve des animaux et on a mesure le taux d'anticorps capables de neutraliser le 
virus in vitro. Le tableau 3 montre que la plupart des souris vaccinees avec W.TG.FM1173 presentent des 
anticorps neutralisants. Le jour du pr^I^vement sanguin les souris ont ete inocul6es par vole intrac6r6brale 

25 avec une souche virulente neuroadaptee du virus de la rougeole. Chaque souris repoit 50 ^1 d'une suspension 
diluee a 10% d'un cerveau de souris prealablement infectfee avec la souche virulente neuroadaptfee. Les 
animaux sont surveilles pendant un mois. Seules les souris vaccinees avec la souche W.TG.FM1173 sont 
protegees centre Tinoculation d'epreuve (Tableau 2). 
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Tableau 1 Immunisation de souris par inoculation du virus 
recombinant W.TG.HAM2-2, 



souris f emelles 



1 
2 
3 
5 
6 
7 
8 
9 
10 



anti corps 
anti -hemaggluti ni ne 

320 

80 
160 
320 

40 

20 

40 
160 

40 



anti corps 
neutrali sants 

1280 
160 
80 
1280 
80 
40 
40 
160 



10 



15 



20 



souris males 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 



160 
160 
160 
160 
80 
160 
160 
160 
40 
80 
80 
80 
80 
80 
80 



80 
80 
320 
320 
640 
320 
320 
160 
80 
80 

..ao 

320 
320 
320 
80 



25 



30 



35 



40 



45 



Les titres sont exprimes en r6ciproque de la dilution la plus elevee du s6rum qui donnait une neutralisation 
compl6te de 50 ufp du virus de la rougeole cu une inhibition totale de Tactlvitfe h6magglutlnante. Les s6rums 
de souris non vaccin6es ou vaccinees avec la souclie W sauvage donnaient un titre d'antlcorps 
antl-h6magglutlnine inf6rleur k 20 et un titre d'anticorps neutraiisants inferieur k 40. 
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Tableau 2 Protection des souris. 





Experience 1 


Experience 2 


vi rus 

v»t2 XH SS 

pour la 
vaccina- 
tion 


\r\7 
sauvage 


VV.TG.HAM2-2 


ir — - 

de 
virus 


sauvage 


VV.TG.FM117 3 


nombre 
d' ani maux 
i nocules 


12 


19 


9 


3 


22 


nombre* 
de survi- 
vants 


2 


19 


1 


0 


22 



* Trois semaines apres la vaccination, les souris ont ete 
eprouvees avec une souche SSPE de la rougeole adaptee a la 
souris. Les deces ayant eu lieu dans les trois premiers 
jours n'ont pas ete comptabi li ses dans les resultats car il 
sont attribues au traumatisme de la voie d' inoculation. 
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Tableau 3 Immunisation des souris par inoculation du virus 
recombinant W.TG.FM1173. 

5 



Souris femelles Anti corps neutrali sants 



1 


160 


2 


160 


3 


160 


4 


320 


5 


Ton 


6 


1 ou 


7 


160 


8 


80 


9 


20 


10 


40 


11 


20 


12 


• 20 


13 


80 


14 


160 


15 


40 


16 


160 


17 


160 


18 


80 


19 


320 


20 


160 


21 


160 


22 


40 


23 


40 


24 


40 



15 



20 



30 



Les titres sont exprim6s en reciproque de la dilution la plus 61evee du s6rum qui donnait une neutralisation * ^ 
complete de 50 ufp du virus de la rougeole. Les s6rums de souris non vaccin6es ou vaccinees avec la souche 
sauvage donnalent un titre d'anticorps neutralisants inf6rieur ^ 40. 

Exemple? Construction d'un recombinant du virus de la vaccine contenant les g6nes codant pour la prot6ine 

F et pour la prot§ine HA du virus de la rougeole. 50 

Un plasmide recombinant permettant le transfert simultan6 des gdnes HA et F dans le genome du virus de la 
vaccine a et6 construit de la mani6re sutvante (IHustre dans la figure 5) : le promoteur 7.5 Kd a 6t6 excise du 
vecteur M13TG2119 par digestion partielle avec I'enzyme Bglll et digestion complete avec EcoRK Ue fragment 
Bglll-EcoRI ainsi obtenu a 6t6 Ins6r6 dans le plasmide pTG1 169 pr6alablement coup6 par BamHl et EcoRI. De ^ 
cette mani^re un nouveau plasmide a 6t§ isol6 et appel6 pTG2121. 

Dans cette construction, le g6ne HA est suivi en 3' par le promoteur 7,5 Kd orients dans le meme sens de 
transcription que le g6ne HA. « u, ♦ r- m 

Le plasmide pTG2121 a 6t6 ouvert en aval du second promoteur 7,5 Kd avec les enzymes BamHl et ecori 
pour y ins6rer le g6ne F. excis6 du plasmide pTG1173 par les enzymes Bglll et EcoRI : le nouveau plasmide est gQ 
appele pTG2122. AinsI le plasmide pTG2122 correspond au plasmide pTG186POLY dans iequei ont 6t6 ins6r6s 
les g6nes HA et F. chacun ^tant plac6 sous le controle d'un promoteur 7,5 Kd. L'ensemble a 6t6 transf6r6 dans 
le g6nome du virus de la vaccine selon ie protocole d6crlt dans I'exemple 3. Un virus recombinant 
(W.TG.HAFM2122) capable d'lnduire la synthase de la prot61ne HA et de la protfeine F a 6te isol6 et 
caract6rise par immunofluorescence et immunopr6cipltation comme d6crit dans les exemples 3 et 4 (voir 
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figure 6 pour rimmunopreclpttation). 

Exemple 8 Construction d'un deuxi^me recombinant du virus de la vaccine contenant las g^nes codant pour la 
proteine F et pour la proteine HA du virus de !a rougeole. 

5 

Le recombinant W.TG.HAFM21 22 s'est revele instable. En effet. I'analyse de la population virale issue d'un 
clonage du recombinant a montre que tandis que 100 o/o d'entre eux codent toujours pour la protfeine F, 
seulement 50 o/o codent pour la proteine HA. Un clonage successif du meme type en partant toujours d'un 
clone viral codant pour les deux prot6ines a donne des resultats identiques. II est probable que la presence du 
10 promoteur 7,5 Kd en r6p6tition directe permette la deletion du g6ne (le gene HA en I'occurence) qui est 
encadre par la repetition. 

Af in de generer un recombinant codant pour les proteines HA et F de maniere stable, les deux promoteurs 
7,5 Kd ont ete places en repetition inversee de telle sorte que toute recombinaison donnerait naissance a un 
genome viral tronque, non viable. Ceci constitue done un systeme de selection centre la d6l6tion du g6ne HA 
15 et assure la stabilite du virus recombinant. 

Les constructions ont 6te realisees de la maniere suivante. Dans un premier temps un deuxi^me promoteur 
7,5 Kd a ete ajoutfe au plasmide pTG1169. Le promoteur a 6t6 excise de M13TG2119 en coupant celui-ci de 
maniere partieile par Bglll et de maniere complete par BamHI. Le fragment d'ADN contenant le promoteur 
coupe par Bglll en amont et par BamHI en aval a ete isole et lie au plasmide pTG1 169 pr6a!ablement coup6 par 
20 BamHI et traite a la phosphatase. 

Apres transformation de bacteries E. coli avec le melange de ligation, un plasmide pTG2130 a 6t6 isol6 dans 
lequel le deuxleme promoteur 7,5 Kd est dans le sens de transcription oppose au premier. L'extr6mit6 codant 
pour la partie N terminate de la proteine F a ensuite 6t6 excis6e de pTG1 173 par les enzymes Bglll et BamHI et 
inseree dans le vecteur pTG2130 prealablement coupfe par BamH! et d6phosphoryle. Ceci donne naissance au 
25 plasmide pTG2133. 

Afin d'ajouter la partie C terminate du gene F il s'est revele necessaire de d6!6ter auparavant rextr6mit6 poly 
A qui se trouvait dans le cADN d'origine et avait ete transferee au vecteur M13TG2103 3'. Pour ce faire, une 
mutagenese localisee avec Toligonucleotlde 
5'.AATTATCTCCGGCTTAGATCTGGCCGAACAATATCGG 

30 a ete effectuee de fagon a introduire un site Bglll ^ 246 nucleotides en aval du site BamHI situe dans le g6ne F. 
Le phage M13 mute appele M13TG2143 a servi de source d'un fragment BamHI-Bglll codant pour la s6quence 
C terminate du gene F. Celui-ci a ete insure dans le plasmide pTG2133 coup6 au prealable par BamHI puis 
dephosphoryle. Le plasmide recombinant obtenu nomme pTG3115 comprend le g6ne HA et F places en sens 
opposes run par rapport ^ I'autre, chacun etant controle par un promoteur p7,5 Kd 6galement oppos6s I'un 

35 par rapport a Pautre. L'ensembie des manipulations effectuees pour construire le plasmide pTG3115 est 
resume dans la figure 7. 

Le transfert des sequences decrites ci-dessus dans le genome du virus de |a_ vaccine a 6t6 effectufe selon 
les methodes decrites auparavant et un virus appele W.TG.HAFM31 15 a ete isole. Ce virus recombinant code 
pour les proteines HA et F d'apres les criteres d'Immunofluorescence et d'immunopr6cipi-tation utilises 
40 ci-dessus et par ailleurs il presente un phe-notype (expression des proteines HA et F) stable apr6s clonages 
successifs. 

Exemple 9 Constmction d'un recombinant du vims de la vaccine codant pour la prot6ine F du virus de la 
rougeole en remplacement du gene hr 

45 

Des travaux anterieurs (12) ont montr^ que le virus de la vaccine poss6de un gene. denomm6 g6ne hr, qui 
est necessaire k la multiplication virale sur certains types cellulaires d'origine humaine mais n'est pas 
indispensable sur d'autres types cellulaires (cellules d'embryons de poulet. cellules BHK21 de hamster, 
cellules L de souris). Ces resultats Indlquent que le g6ne hr poun-ait etre d6l6te et remplac6 par un autre g6ne. 
50 Le gene qui code pour la proteine F du virus de la rougeole a 6t6 int6gr6 a la place du g6ne hr de la maniere 
suivante : 

1 ' Integration du gene de la p galactosidase k la place du gene hr dans le genome du virus de la vaccine, 

55 Dans un premier temps un plasmide a ete construit dans lequel le gene hr est remplac6 par un bloc 
d'expression comprenant le promoteur p7,5 Kd suivi du gene de la p-galactosidase. L'ADN viral qui se trouve 
en amont et en aval du gene hr (ce dernier ayant ete delete) a ete introduit dans le vecteur pUC7 pour donner 
le pBACI. Le site Bglll unique de ce plasmide correspond au site ou etait localise le g§ne hr. 
Le plasmide pBAC1 a ete ouvert par Bglll et un fragment Bglll-BamHI provenant de pTG1 1 74 et contenant le 

60 gene de la p galactosidase y a 6te insere de telle sorte que le sens de la lecture du g6ne soil de la gauche vers 
la droite par rapport au sens conventionnel du genome viral. Le plasmide obtenu, pTG2128 a 6t6 ouvert au site 
Bglll unique en amont du gene de la p-galactosidase et le promoteur p7,5 Kd contenu sur un fragment d'ADN 
Bglll-Bglll provenant de M13TG2119 a ete integre dans le sens permettant la transcription du gdne de la p 
galactosidase. Le plasmide provenant de cette ligation est appele pTG2131 ; les 6tapes de sa construction 

65 sont schematisees dans la figure 8, 
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Des cellules d'embrycn de poulet infectees au pr6alable par le mutant tsN7 du virus de la vaccine cnt et6 
transfectees simultanement par i'ADN de virus de type sauvage et par TADN du pTG2131. Les virus non 
thermosensibles issus de cette experience ont et6 Males sur cellules d'embryons de poulet pour la formation 
de plages sous une couche de milieu contenant de I'agar k 1 o/o. Deux jours apres. on ajoute une deuxieme 
couche de milieu contenant de I'agar et 60 mg par ml de X-Gal (5-bromo-4chIoro-3indoly-p-D-galactopyrano- 
side). Cette technique permet de reconnaJtre les plages bleues contenant du virus qui a integrfe et qui exprime 
le gene de la p-galactosidase. 

Parmi les nombreux virus recombinants reconnus de cette maniere, une plage a ete isolee et le virus a 6te 
redone puis amplifi6 et d6nomme W.TG.hrPgal.2131. L'6tude de son spectre d'hote sur plusieurs types 
cellulaires montre qu'il ne se multiplie pas sur cellules RK13 de lapin ni sur cellules humaines 143B tk" . Ce 
phenotype correspond A ce que Ton attend pour un virus ayant perdu le g6ne hr. Par contre !e virus 
W.TG.hr3gal.2131 est toujours capable de se multiplier sur cellules humaines Hepll. 

2° Construction d'un virus de phenotype hrfgal thermosensibte 

Afin de disposer d'un virus qui possede k lafois un phenotype ts et une substitution du gene hr par le gene 
de la 6-galactosldase on a r6alls6 une infection mixte de cellules d'embryon de poulet avec le mutant W tsN7 
et le virus WJG.hrPgal.2131. Apres infection avec 5 ufp par cellule de chaque virus les cellules ont ete 
incub6es a 33° C pendant un jour. Les cellules ont ensuite ete congel6es puis decongel6es et le lysat titre sur 
cellules d'embryon de poulet 33**C. Apres deux jours i33**C les cellules infectees ont 6t6 colorfees au rouge 
neutre puis transferees ^ 39.5° C pendant deux jours suppl6mentaires. Les plages de virus qui ne se sont pas 
. ---pjjjgg pendant !es deux derniers jours sont vralsemblablement des virus de type ts. Une quarantaine de 
ceux-ci ont 6t6 repris, amplifies puis cribles a la fols pour leur caractere ts et pour la capacite de former des 
plages bleues en presence de X-gai. Cinq recombinants tspgalhr ont ete identifies de cette maniere et I'un 
d'entre eux appele W.TG.tspgalhr.1 a ete recione et utllis6 dans les experiences suivantes. 

S** Construction d'un plasmlde vecteur destine k rint6gration d'un gene quelconque dans le genome du virus 
de la vaccine en remplacement du gene hr 

Le g^ne hr du virus de la vaccine entoure de part et d'autre par ses sequences adjacentes naturelles a ete 
clon6 dans le plasmide bactdrien pUC7. Cette construction a 6te appel6e pBACD2. Dans ce plasmide. le gene 
hr a §te modifi6 de fapon A presenter a ses extr6mit6s un site Xhol et un site Bglll. 

Le gene hr a ete delete en coupant pBACD2 avec Xhol et Bglll puis le promoteur 7,5 Kd entoure par des 
sites Sail et Bglll (provenant de M13TG2119) a ete Ins6r6 k sa place. Le plasmide obtenu est appel6 pTG2141 . 
Dans ce plasmide. le promoteur 7.5 Kd est oriente de la gauche vers la droite. selon la convention adoptee 
pour le genome du virus de la vaccine. Le mode d'integration choisi a pour effet de suppnmer le site Xho1 en 
amont du promoteur et de conserver le site Bglll en aval. ^ ... ^ , 

Le plasmide pTG21 41 a ensuite et6 modifie afin de supprimer-les sites EcoRI situ6s aux extr^mit^s de la 
partie pUC7. Ainsi I'ADN plasmidique de pTG2141 a ete digere par EcoR1 en concentration limltante de faqon 
I ne couper le plasmide qu'une fois. Le vecteur linearise a 6t§ lsol6 puis tralte par le fragment Klenow de 
l*ADN-polymerase en presence des quatre nucleosides triphosphates puis ferme k la ligase. Apres 
transformation de cellules d'E. coll un plasmide ne contenant plus qu'un site EcoRI a ete isol6 et celui-ci a subi 
le meme traltement a Tenzyme EcoRI pour donner un nouveau plasmide sans site EcoRI, appel6 

PTG2141-EcoR1. ^ „ , „ 

Ce dernier a 6t6 coup6 par Bglll pour y insurer un segment d'ADN adaptateur provenant du vecteur Poly II 
(13) qui est entour6 par les sites Bglll et BamHI ; cette construction est appel§e pTG2147, Le vecteur pTG2147 
comprend done une region promoteur (p7.5 Kd) suivie d'une serle de sites de restriction qui peuvent etre 
utilises pour ajouter un gdne quelconque. Les differentes etapes de la construction de ce vecteur sont 
sch6matls6es dans la figure 9. 

4*> Integration du g^ne F du virus de la rougeole en remplacement du g^ne hr dans le genome du virus de la 
vaccine 

Le plasmide pTG2147 a et6 ouvert avec les enzymes Bglll et EcoRI pour y int6grer un fragment d'ADN, 
Bglll-EcoRI provenant de pTG1173. codant pour la proteine F du virus de la rougeole. Le plasmide obtenu, 
pTG2148, a 6t6 employ^ pour substltuer le g^ne de la p-galactosidase dans le vims W.TG.hrPgal.2131 par le 
gene F du virus de la rougeole. . o ,u ^ . 

Pour cela des cellules d'embryons de poulet ont 6t6 infect6es avec le virus W.TG.tsPgalhr.l puis 
transfectees avec le plasmlde pTG2148 et de I'ADN purifi6 du virus W.TG.hrPgaI.2131 Apr6s incubation des 
cellules pendant 48 heures k 39.5 °C, le virus non thermosenslble issu de rexp6rience a 6t6 6tal6 sur cellules 
d'embryons de poulet sous un milieu contenant de I'agar k 1 o/o. Deux jours plus tard du milieu contenant de 
I'agar et 60 mg par ml de X-gal a 6t6 ajout6 et les virus des plages qui n'ont pas donnfe de couleur bleue ont 
repris et amplifies. ,ui ^ ♦ < 

Ces derniers proviennent vralsemblablement de la recombinaison du virus nor> thermosenslble portant le 
gene de la p-galactosidase avec le plasmlde qui contient le gdne F du virus de la rougeole. Un virus 
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recombinant issu de cette experience et appele W.TG.FM2148 induit en effet la synthase de la prot6ine F dans 
les cellules infectees. selon les crit6res d'immunofluorescence employes pr6c6demment. 

Exemple 10 Construction d'un recombinant du virus de la vaccine contenant les g6nes codant pour les 
5 prot6ines HA et F du vims de la rougeole dans deux r6gions distinctes du g6nome, tk et hr. 

On a selectionne de nouveaux virus recombinants portant le g6ne HA ^ la place du gene vaccinal Tk et le 
gene F a la place du gene vaccinal hr. 
Des cellules d'embryons de poulet ont ete coinfectees avec le virus W.TG.FM2148 et avec le virus 
10 W.TG.HAM2-2, Apres 24 heures d'infection les cellules ont ete congel6es, d6congelees puis le lysat 6ta!6 
differentes dilutions sur des cellules Ltk" en presence de 5' bromodesoxyuridine. Cette premiere 6tape 
permet de selectionner les virus recombinants tk" ayant par consequent conserve le g6ne HA int6gr6 dans le 
g6ne tk. 

Des cellules d'embryons de poulet ont ete infectees avec les virus issus des plages isolees lors de cette 
15 etape. Apr6s deux jours d'Incubatlon les cellules ont 6t6 colorees avec du rouge neutre et les plages 
presentant un aspect caracteristique du phenotype hr ont ete reprises et le virus amplifi6 par infection de 
cellules d'embryons de poulet. 

L'un des nombreux virus recombinants isoles a et6 retenu et appel6 W.TG.HA/tk.F/hr. Ce dernier induit la 
synthese de la proteine F et de la proteine HA, selon le critere d'immunofluorescence employfe auparavant. 

20 

Exemple 11 Construction de deux recombinants du virus de la vaccine contenant le g6ne NP du virus de la 
rougeole et capables d'exprimer la proteine correspondante. 

Une banque de cADN faite k partir de RNA de cellules Vero infectees avec le virus de la rougeole (souche 
25 Halle) a ete construite dans le vecteur pCD (2,3). Un cADN codant pour la nucleoprotfeine (NP) a 6t6 

selectionne par hybridation a I'aide d'un cADN homologue de celui decrit par Gorecki et Rosenblatt (14). Ce 

cADN codant pour ta nucleoprot^ine (NP), clone dans le vecteur pCDI, donne le plasmlde pCDNP. 
La determination de la sequence nucleotidique du g^ne NP de la souche Hall6 met en Evidence sa parents 

etroite avec la sequence du gene NP d'un autre isolat du virus de la rougeole publifee par Rozenblatt et al. (15). 
30 Toutefois, on remarque un G supplementaire a la position 1489 dans la sequence de Rozenblatt, 6galement 

detecte par Cattaneo et al. (16). Cette modification change le cadre de lecture publi6 pour les 29 acides 

amines a Textremite carboxy termlnale. 
Par ailleurs, la sequence a I'extremite 6' du g6ne NP qui n'a pas et6 publiee auparavant a ete d6termin6e afin 

de faciliter la mutagenese locallsee decrite plus loin. Le cADN codant pour la proteine NP (environ 1620 
35 nucleotides) a ete excise de pCDNP par les enzymes Psti et Xbal puis insert dans le vecteur M13TG131 

ouvert par les memes enzymes pour donner le phage M13TG2124. Le cADN codant pour NP et port6 par 

fv!13TG2124 a ete modifie par mutagenese dirigee a I'aide de I'oligonucleotide : 
CCTTAAAAGTGTGGCCATCTTAGATCTCCCTAATCCTGCTC 

pour introduire un site Bglll trois nucleotides en amont du premier codon du gene NP. Le g6ne NP ainsi 
40 modifie a ete excise du phage mute, appele M13TG2126. a I'aide du site Bglll nouvellement cr6e et d'un site 

EcoRI situe en 3' du gene NP. 
Le fragment Bglll-EcoRI codant pour NP a ensuite 6t6 ins6r§ en aval du promoteur 7,5 Kd port6 par le 

vecteur pTG186 poly (13) prealablement coupe par BamHI et EcoR1 ce qui donne le plasmide pTG2139. 

L*utilisation. du site Xbal pour les clonages decrlts ci-dessus entraine une d6I6tion d'un codon du g6ne NP et 
45 cree un gene de fusion dans lequel les 22 derniers codons proviennent en partie du vecteur Ml 3 utilis6 et en 

partie du gene tk du virus de la vaccine. 
Afin de r6a!iser une construction analogue a pTG2139 mais contenant un gene NP complet tout en 6tant 

d6pourvu de codons d'une autre origine. la partie carboxy terminate du gene NP a 6t§ excis6e de pCDNP par 

les enzymes Xbal et Hpal et le fragment obtenu a ete ins6r6 dans M13TG2126 coupe par Xbal et Smal pour 
50 donner M13TG2142. Puis le cADN complet codant pour NP a 6t6 sorti de M13TG2142 par Bglll-EcoR1 et 

int6gre dans pTG186poly coup§ par BamHI et EcoRl Le plasmide issu de ce dernier clonage est appet6 

pTG3109. Les differentes 6tapes de la construction des vecteurs pTG2139 et pTG3109 sont sch6matisees 

dans la figure 10. 

Le gene NP tronque (plasmide pTG2139) ou complet (plasmide pTG3109) a 6t6 transf6r6 dans le g6nome du 
55 virus de la vaccine selon la technique resumee dans Texemple 3. Deux recombinants du virus de la vaccine 
issus de ces manipulations ont ete nommes respectivement W.TG.NP2139 et WTG.NP3109. 

Pour verifier qu'ils cedent effectivement pour la proteine NP du virus de la rougeole, des cellules L de souris 
ont 6te infectees puis analysees 16 heures apr6s par immunofluorescence avec un anticorps monoclonal anti 
NP. Cette reaction a permis de mettre en evidence la presence de Tantlg^ne NP aussi bien dans le cytoplasme 
60 que dans le noyau des cellules infectees avec les deux virus recombinants tandis que I'infection par la souche 
sauvage du virus de la vaccine ne donne lieu ^ aucune fluorescence specifique. 

La synthase de la proteine NP a egalement 6t6 mise en Evidence par la technique d'immunopr6cipitation 
suivie de I'analyse par electrophor^se sur gel de polyacrylamide. Cette m§thode a permis de montrer qu'une 
proteine d'environ 60 Kd, ce qui correspond k la taille attendue pour la prot6ine NP, est synth6tis6e dans les 
65 cellules infectees par le recombinant WTG.2139 (voir figure 11). 
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La scarification de souris BalbC avec 4.107 ufp du recombinant W.TG.2139 a induit la synthase d'anticorps 
capabtes d'immunopr§cipiter la proteine NP de celluies infectees par ie virus de la rougeole. 

D6p6t de souches reprfesentatives de ['invention 

Les souches suivantes ont 6t6 d6pos6es ^ la Collection Nationale de cultures de Mlcroorganismes (25 Rue 
du Dr. Roux, Paris), Ie 3 avril 1987 : 
5K/pTG1173 sous Ie n*" i-654 
5K/pTG1169 sous Ie n* 1-657. 

et Ie 17 juin 1988 : 
5K/pTG3109 sous Ie N" 1-769. 
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Revendlcatlons 

1) Poxvirus recombinant caracteris6 en ce qu'il comporte, d^s une ou plusieurs parties non essentielies de 
son g§nome, au moins une sequence d'ADN codant pour tout ou partie d'au molns une prot6ine de structure 
d'un Morblllivirus ainsi que les elements assurant I'expression de ladite prot6ine. 

2) Poxvirus selon la revendication 1. caract6ris6 en ce que Ie MoriDillivirus est choisi parmi Ie virus de la 
rougeole, Ie virus de la maladie de Carr6, Ie virus de la peste bovine et Ie virus de la peste des petits ruminants. 

3) Poxvirus selon I'une des revendlcatlons 1 ou 2, caracteris6 en ce qu'il comporte une sequence d'ADN qui 
code pour la prat6ine hemagglutlnante (HA). 

4) Poxvirus selon I'une des revendlcatlons 1 ^ 3, caract6ris6 en ce qu'il comporte une s6quence d'ADN qui 
code pour la proteine de fusion (F). 

5) Poxvirus selon i'une des revendlcatlons 1 a 3, caract6ris6 en ce qu'il comporte une sequence d ADN qui 
code pour Ie nucl6oprot6ine (NP). 

6) Poxvirus selon I'une des revendlcatlons 1 6 4, caract6ris6 en ce qu'il comporte une sequence d'ADN qui 
code pour la prot6ine HA. la prot6ine F et/ou la prot6ine NP. 

7) Poxvirus selon I'une des revendlcatlons 1 & 6, caract6rise en ce qu'il s'agit du virus de la vaccine. 

8) Poxvirus selon la revendication 7, caract6ris6 en ce que la sfequence d'ADN est sous Ie contrdle d'un 
promoteur de la vaccine. 

9) Poxvirus selon la revendication 8. caract6ris6 en ce que le promoteur de la vaccine est Ie promoteur 7.5 
Kd de la vaccine. , * ^ • 

10) Poxvirus selon la revendication 9, caract6ris6 en ce que la ou les sequences d'ADN sont donees dans le 
g6ne TK de la vaccine. 

1 1 ) Poxvirus selon la revendication 9 caract6ris6 en ce que la ou les sequences d'ADN sont donees dans le 
g^ne hr de la vaccine. 

12) Poxvirus selon la revendication 9 caract6rise en ce qu'il comporte au moins deux sequences d'ADN 
codant pour tout ou parti d'une prot6ine de structure d'un Morblllivirus, ces sequences 6tant int6gr6es dans 
deux regions du g6nome choisies parmI les g6nes TK et hr. 

13) ADN recombinant correspondant au poxvirus selon I'une des revendications 1 ^ 12. 
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14) Cellule de mammifere Infect6e par le poxvirus selon I'une des revendications 1 12. 

15) Precede de preparation de tout ou partie d'une prot6ine de structure d'un Morbillivirus, caract6ris6 en 
ce qu'on cultive des cellules selon la revendication 14 et en ce que Ton r6cup6re ladite prot6ine de structure. 

16) Proteine de structure de Morbillivirus susceptible d'etre obtenue par le proc6d6 selon la revendication 
5 15. 

17) A titre d'agent immunogene, les proteines selon la revendication 16, seules ou en combinaison. 

18) Vaccin caracterise en ce qu'il contient un Poxvirus selon I'une des revendications 1 d 12 et/ou des 
prot6ines selon la revendication 16 seules ou en combinaison. 

19) Vaccin selon la revendication 18, caracterise en ce que le Poxvirus est vivant. 
10 20) Vaccin seion la revendication 18, caracterise en ce que le Poxvirus est inactive. 

21) Antiserum contenant les antlcorps dress6s contre les Poxvirus selon I'une des revendications 1 d 12 ou 
centre les proteines selon la revendication 16. 
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